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摘要 : 用 全 细胞 膜 片 钳 技 术 对 比分 析 了 alpha 体 氧 氰 菊 酯 与 theta WAARM E Helicoverpa armigera 幼虫 离 体 培养 中 枢 
神经 细胞 Na* 结果 表明 ，alpha 体毛 氰 菊 酯 作用 后 ， 神 经 细胞 Na* 通道 电流 IW, 〉 先 增 大 ， 同 时 通道 
的 激活 电压 向 负电 位 方向 移动 约 10 mV， 提 示 alpha 体 氯氰菊酯 使 通道 激活 电位 降低 ， 通 道 更 容易 被 激活 。 药 剂 作用 约 10 
min 后 ， 表明 alpha 体 氧 氰 菊 酯 对 开放 状态 的 Na* 通道 有 抑制 作用 。 另 外 ，alpphu WARA ME ja Mp 
的 时 间 缩 短 ， 但 对 失 活 时 间 无 明显 影响 。 zhetea PARAM EIE fx. 激活 电位 左 移 ， 幅 值 降低 ， 但 降低 速率 较 慢 。 结果 表 
BH alpha AAAA theta 体 氛 氰 菊 酯 对 棉铃 虫 中 枢 神 经 细胞 处 于 关闭 和 开放 状态 的 钠 通 道 均 有 作用 ， 且 alpha rcs 
酯 对 钠 通道 电流 的 抑制 作用 强 于 theta. AAAH. 
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Effect of optically-active pyrethroid on sodium channels in the central neurons of 


Helicoverpa armigera 
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Hui (1. College of Life Sciences» Nankai University» Tianjin 300071; China: 2. Research Institute of Element-Or- 
ganic Chemistry: Nankai University: Tianjin 300071; China: 3. Institute of Plant Protection: Chinese Academy of 
Agricultural Sciences; Beijing 100094. China) 

Abstract: Effects of the optically-active pyrethroids» alpha -cypermethrin and theta-cypermethrin upon the voltage de- 
pendent sodium channels of central neurons of larval Helicoverpa armigera C Hübner) were studied using the whole-cell 
patch clamp technique. Results show that the sodium currents (Iya 2 of central neurons increased quickly after the appli- 
cation of alpha-cypermethrin. At the same time: the activation voltage of the sodium channel shifted about 10 mV in the 
direction of hyperpolarization: which indicated that alpha -cypermethrin caused sodium channels of larval H. armigera to 
be more easily activated. After treatment with alpha-cypermethrin for 10 — 15 min» Iy, decreased quickly: which revealed 
that alpha-cypermethrin also had an effect on opening sodium channels. The latency to peak current was shortened after 
the application of alpha-cypermethrin: while the time constants of decay did not change. The activation voltage of the so- 
dium channel also shifted towards more negative potentials Caround 10 mV? after the application of theta-cypermethrin . 
Ix, decreased slowly during the action of theta-cypermethrin and more time was required to depress it. In conclusion: 
these data indicate that alpha-cypermethrin and theta-cypermethrin have effects on both closed and open states of sodium 
channels in the central neurons of larval H. armigera and that alpha-cypermethrin is the more effective of these two py- 
rethroids . 
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异 构 体 ( 汉 坚 ，2000)， 通 过 对 其 外 消 旋 体 进行 拆 
分 转换 ， 不 仅 可 减少 进入 环境 的 低 效 体 、 无 效 体 ， 
提高 高 效 异 构 体 含量 ， 同 时 也 可 降低 制药 成 本 。 因 
此 ， 随 着 立体 化 学 的 发 展 和 对 拟 除虫菊 酯 光学 结构 
研究 的 不 断 深 入 ， 在 棉铃 中 Helicoverpa armigera 等 
重要 农业 害虫 已 对 外 消 旋 体 拟 除虫菊 酯 产生 抗 性 的 
情况 下 ， 光 学 活性 拟 除虫菊 酯 《optically-active pyre- 
thoid 的 开发 和 应 用 受到 普遍 重视 。 目 前 还 未 见 
到 应 用 膜 片 钳 技术 分 析 光 学 活性 拟 除 虫 菊 酯 对 棉铃 
虫 神经 细胞 离子 通道 影响 的 报道 。 本 文 作者 用 全 细 
胞 膜 片 钳 技术 对 比分 析 了 alpha. PARANES theta 
体 氧 氰 菊 酯 对 棉铃 虫 幼虫 离 体 培 养 中 枢 神 经 细胞 
Na! 通道 门 控 过 程 的 影响 ， 在 分 析 两 种 光学 活性 拟 
除 忠 菊 醋 神经 毒性 机 制 的 同时 ， 尝 试 将 膜 片 钳 技 术 
引入 杀 虫 剂 稍 选 领域 ， 以 期 对 光学 活性 农药 的 开发 
应 用 和 抗 性 害虫 的 治理 有 所 神 益 。 


1 材料 和 方法 


1.1 神经 细胞 的 分 离 与 培养 

棉铃 忠 初 始 种 群 于 1992 年 8 月 由 中 国 农业 科 
学 院 植物 保护 研究 所 自 河北 保定 棉田 采集 ， 并 在 室 
内 不 接触 任何 药剂 连续 饲养 。 从 第 3 龄 幼虫 脑 、 腹 
神经 节 分 离 培 养神 经 细胞 。 消 化 酶 液 为 0.1$ 和 % 胶 
RE CIV. Sigma) 5 0.396 RREA (Gibo 混合 
液 。 培 养 液 为 ， TC-100 (Gibco) 与 L-15 (Gibco) 
等 体积 混合 ， 增 补 20% 胎 牛 血清 ，200 mmol/L 葡萄 
WE. 1.0 mmol/L 4 9X Rt EE, 0.6 mg/mL 4 BE H AK, 
80 U/mL RREK, NaHCO, 调 至 pH 6.6 AREF 
和 陈 家 童 等 ，2001)。 离 体 细胞 在 27+1% 条 件 下 静 
置 培养 1~2h 后 用 于 电 生理 实验 。 
1.2 全 细胞 膜 片 钳 记录 

得 到 全 细胞 模型 后 ， 置 保持 电压 于 - 70 mV， 
给 予 脉冲 宽度 为 80 ms， 从 -60mV 到 50mV， 以 10 
mV 步 幅 递增 的 去 极 化 电压 刺激 。 信 和 号 由 膜 片 钳 放 
大 器 (PC-IIB， 华 中 理工 大 学 ) 输出 后 经 5 kHz 滤 
流 输 入 计算 机 处 理 。 刺 激 脉冲 序列 的 给 出 及 数据 采 
入 均 通 过 IBBClamp 软件 包 和 DAQ-2B 数据 采集 接口 
装置 一 起 构成 的 IBBDigitizer 数字 化 系统 完成 。 电 
信号 记录 在 细胞 贴 辟 2 ~ 4 h 内 进行 ， 细 胞 直径 为 
16 ~ 18 jm。 数据 经 P/N 漏 减 除 处 理 后 进行 统计 分 
析 。 方 差分 析 借 助 SAS (Statistical Analysis System: 
version 6.12) 统计 分 析 系 统 软件 完成 。 

记录 Na' 电流 的 细胞 外 液 Cmmol/L?: NaCl 


100. KCl 4; CaCl, 2. MaCl 2. Hepes 10， 和 葡萄 糖 
10. RHM ZEZ 20. CdCl 0.5. NaOH 调 全 pH 6.6: 
电极 内 液 Cmmol/L?: CsF 100. CsCl 40. MgCl, 3. 
EGTA 10. Hepes 5. CsOH Æ pH 6.6。 电 极 电阻 3 
~5 MQ« CsCl. EGTA; Hepes 为 Gibco 产品 ，CsF、 
CsOH 为 Sigma 产品 ， 其 余 药品 均 为 国产 分 析 纯 。 

RU: alpha PARAS theta WAA E 
由 南开 大 学 元 素 及 有 机 化 学 研究 所 提供 。 先 用 丙酮 
配制 成 10? mmol/L 的 母液 ， 用 时 以 细胞 外 液 稀 释 
至 所 需 浓度 。 


2 结果 


2.1 alpha 体 氯氰菊酯 对 神经 细胞 Na * 通道 的 影响 

建立 全 细胞 记录 模式 ， 待 对 照 电流 稳定 后 ， 用 
微 操纵 器 调节 加 药 电极 至 细胞 旁边 〈 距 细胞 约 100 
pm)， 使 药 液 浸没 细胞 。 图 1 为 alpha 体 氯氰菊酯 
C10 ? mmol/L). 作用 于 细胞 后 不 同时 刻 的 电流 -电压 
CLV) 关系 曲线 。 棉 铃 虫 幼虫 离 体 培养 中 枢 神经 细 
胞 表达 河豚 毒素 敏感 型 Na! 通道 〈《 贺 秉 军 和 刘 安 西 
等 ，2001)， 无 杀 虫 剂 作 用 时 ，T 在- 40 mV EE 
激活 ，-30~ - 20 mV 达 峰 值 。alpha VESUEUAS B8 
作用 1 min 后 ，Iy. 迅 速 增 大 《85% 以 上 神经 细胞 的 
钠 通 道 有 这 种 现象 )， 从 2.49+0.27nA 增加 到 2.96 
+0.32 nA， 增 幅 约 19%，3 min 时 增幅 最 大 ， 达 对 
照 的 1.28 (F> 5 min 时 有 所 降低 ， 但 仍 为 对 照 的 
1.24 倍 ，10 min 时 为 1.19 倍 ， 此 后 Ip 迅速 降低 ， 
15 min 时 降幅 达 9096 Zr. 25 ~ 30 min 后 ，T 几乎 
被 完全 抑制 。alpha PARARE RIRI 0? 
~ 10 " mmol/L), Ip 被 抑制 所 需 时 间 较 长 《60 ~ 90 
min) « 

alpha 体 氯 氰 菊 醋 对 棉铃 虫 神经 细胞 Na* 通道 
的 另 一 个 影响 是 使 fu 的 激活 电压 向 超 极 化 方向 移 
动 约 10 mV， 达 - 50 mV。 这 提示 alpha TESUEUAS BB 
可 使 通道 激活 电位 降低 ， 更 易 激 活 。 另 外 ， 对 照 实 
验 表明 ， 随 记录 时 间 延 长 ，R. 到 达 峰 值 所 需 时 间 和 逐 
渐 缩 短 ， 但 一 定时 间 后 即 保持 不 变 。alpha RAT 
菊 酮 作用 后 ，K\ 达 峰值 所 需 时 间 更 短 ， 对 照 1 min 
时 ,到 达 峰 值 需 0.99 0.32ms (n 2285. alpha 体 
SEU NB TE FI 1 min 时 ，T 到 达 峰 值 需 时 较 对 照 缩 
短 1296. 5 min 时 缩短 20.6%，10 min 时 缩短 3996. 
15 min 时 缩短 43%， 此 后 基本 保持 不 变 。 而 对 照 组 
TE 30 min 前 缩短 幅度 未 超过 35%。 alpha BARZH 
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酯 对 通道 电流 的 失 活 时 间 常 数 无 明显 影响 。 这 些 结 
果 表 明 alpha 体 氯氰菊酯 不 仅 对 棉铃 虫 幼虫 中 枢 神 
经 细胞 Na* 通道 的 全 细胞 电流 幅 值 、 通 道 激 活 电压 
有 影响 ， 而 且 使 电流 到 达 峰 值 所 需 时 间 缩 短 。 
2.2 theta 体毛 氯 菊 酯 对 神经 细胞 Na* 通道 的 影响 
同样 方法 分 析 theta BAARNE 〈10 ? mmol/L) 
对 神经 细胞 Na! 通道 的 作用 。 图 2 为 theta. BAT 
菊 酯 作用 后 不 同时 间 Na! 通道 电流 的 LV 关系 曲 
A RLA Membrane potential (mV) 
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图 1 alpha AARAA ESAE LRL LE P RI 


Fig. 1 Effect of aipha-cypermethrin on voltage-dependent sodium channels in central neurons of larval H. armigera 


A. alpha TESCBUSBBTERIT 4888/8. AETA] Nat 通道 电流 的 IV 关系 曲线 


LV curve of whole cell sodium currents after application of alpha- 


cypermethrin (1075 mmol/L); B. 电流 -时 间 曲 线 ， 显 示 alpha WARANA HE Nat 通道 峰值 电流 的 变化 ”Curent os time curves. showing 


the change in peak currents during the action of alpha-cypenmnethrin 


A BLR Membrane potential (mV) 
-80 -60 -40 -20 g 20 40 60 













1 人 1 1 f 
-看 - 
"and 
” a 
7*7 control Pg Pad A 
æ | min —N- bel "a 
“5 min uper s t 
7-10 min e Pd 
31-15 min 1 e gos Á 
= 20 min E s 
79723 min n 2i 
797 50 min 
UC 55 min S " 
一 一 7 





电流 Current (nA) 
i 








0 5 19 15 20 25 30 35 40 


IR] Time (min) 


图 2 theta 体 氧 氰 菊 酯 对 棉铃 虫 神经 细胞 钠 通道 的 影响 
Fig. 2 Effect of theta-cypermethrin on voltage-dependent sodium channels in central neurons of larval H. armigera 
A. theta, 体毛 握 菊 本 作用 于 细胞 后 ， 不 同时 刻 Na* 通道 电流 的 1-V 关系 曲线 LV curve of whole cell sodium currents after application of theta- 
cypermethrin (1075 mmol/L); B. 电流 -时 间 曲 线 ， 显 示 theta WAR ANEA AAE] Na * 通道 峰值 电流 的 变化 ”Cument os time curves. showing the 


change in peak currents during the action of theta- cypermethrin 


3 讨论 


拟 除 虫 菊 酯 是 在 天 然 除虫菊 柄 化 学 结构 研究 的 


基础 上 开发 的 高 效 神经 致 毒性 杀 虫 剂 ， 其 作用 位 点 
主要 是 神经 膜 上 的 Nat 通道 (Soderlund and 
Bloomquist» 1989; Narahashi，1996)， 通 过 干扰 Na* 
通道 的 门 控 过 程 ， 使 Na* 通道 关闭 延迟 ， 开 放 时 间 
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延长 ， 引 起 重复 后 放 和 突 触 传递 的 阻 断 (Soderlund 
and Bloomquist» 1989; Bloomquist. 1993; Narahashi; 
1992)。 膜 片 钳 实验 表 明 拟 除虫菊 酯 可 使 Na * 通道 
的 激活 电压 向 超 极 化 方 同 移动 《Narahashi，1996; 
贺 锡 去 等 ，1997)。 本 实验 结果 显示 alpha AAR 
28 BB RU theta. 体毛 氰 菊 醋 均 可 使 棉铃 忠 神 经 细胞 
Na* 通道 的 激活 电压 同 负 电位 方 同 移动 ， 与 文献 报 
道 一 致 。 但 同时 这 也 表明 ，alpha RARAS 
theta. 体 氯 氰 菊 酯 的 光学 活性 差异 在 对 通道 激活 电 
位 的 影响 上 区 别 不 明显 。 药 物 引 起 Nat 通道 激活 电 
位 漂移 的 确切 原因 目前 并 不 清楚 。William (1995) 
认为 Na 通道 至 少 有 5 个 神经 毒素 的 结合 位 点 ， 其 
中 8- 蝎 子 毒 素 结合 于 位 点 4， 可 改变 通道 激活 的 电 
压 依赖 性 ， 使 激活 通道 所 需 电 压 更 低 ; 位 点 5 结合 
西 加 毒素 〈ciguatoxin)， 导 致 重复 的 神经 冲动 ， 改 
变通 道 的 电压 依赖 性 以 及 抑制 通道 灭 活 。alpha 体 
氯氰菊酯 与 teta V SEU AS Ba di Tp $$ ca TR ZR ZR D 
Na 通道 激活 电位 漂移 的 原因 还 有 待 进一步 研究 。 
通道 的 工作 状态 是 门 控 特性 的 具体 表现 ， 也 是 
抗 性 分 析 的 基础 ， 拟 除虫菊 酯 究竟 作用 于 Nat 通道 
五 种 工作 状态 的 《开放 、 失 活 和 三 个 关闭 状态 ) UH 
个 状态 ， 目 前 也 无 定论 。 有 学 者 认为 ， 尽 管 拟 除 虫 
菊 酯 修饰 Na* 的 开放 状态 ， 但 对 关闭 状态 有 更 高 的 
亲 和 性 Cde Weile et al.» 1988: Brown and Nara- 
hashi» 1992). Chinn 和 Narahashi (1986) 也 报道 省 
氰 菊 酯 可 使 鼠 神 经 细胞 Na* 通道 的 关闭 和 失 活 状态 
均 延 长 ， 开 放 状 态 减 少 ， 修 饰 作用 主要 发 生 在 关闭 
状态 。 但 也 有 研究 表明 通道 开放 可 增强 拟 除虫菊 本 
的 结合 ， 即 拟 除 忠 菊 本 主要 修饰 静 和 县 关闭 状态 的 
Na 通道 ， 但 通道 开放 后 拟 除虫菊 醋 的 亲 和 性 增强 
(Salgado and Narahashi，1990)。 实 验 结果 显示 alpha 
体毛 氰 和 菊 柄 作用 后 Na* 通道 激活 电压 同 负 电位 方 同 
移动 ， 且 By 先 增 大 然后 迅速 减 小 。 激 活 电 位 同 左 
移 意味 着 激活 电压 降低 ， 通 道 更 易 激 活 。 与 此 相 
点 ，Iw 增 大 表明 记录 时 刻 有 更 多 Na* 通道 处 于 开放 
状态 ， 提 示 alpha 体 氯氰菊酯 对 关闭 状态 的 Na* 通 
道 有 激活 作用 ， 使 Na* 的 通道 开放 频率 增加 或 开放 
时 间 延 长 。Tv 在 药物 作用 后 期 迅速 降低 提示 alpha 
体毛 氰 菊 醋 对 f 有 抑制 作用 ， 即 alpha WARAN 
对 Na* 通道 的 开放 状态 也 有 作用 ， 且 这 种 作用 有 一 
定 的 时 间 依 赖 性 ， 作 用 一 定时 间 后 对 .的 抑制 作 
用 才 趋 于 明显 。 这 可 能 与 拟 除 虫 菊 酯 作用 位 点 位 于 
Na * 通道 靠近 质 膜 内 侧 COsborne and Pepper，1991) 





有 关 ， 因 为 alpha 体毛 氰 菊 酯 穿 过 细胞 质 的 外 膜 到 
JE Na* 通道 靠近 内 膜 的 作用 位 点 需要 一 定时 间 。 

对 于 到 底 是 alpha 体毛 氨 菊 酯 还 是 zeta VUE 
菊 酯 的 杀 虫 效力 强 ， 由 于 拟 除虫菊 酯 的 作用 存在 种 
属 特异 性 ， 因 此 不 能 一 概 而 论 。 刘 安西 等 《1990) 
用 油 间 队 和 电压 钳 方 法 研究 表明 顺 式 氯 氰 菊 柄 对 黑 
Ha KE Periplaneta fulginosa 的 毒 杀 效 力 强 于 反 式 。 
本 实验 结果 显示 ，alpha 体 氯氰菊酯 作用 15 min 时 
Tv 降幅 为 90% 左右 ，theta WARK EB TER] 35 min 
时 Tv 降幅 约 为 68%， 即 alpha 体 氯氰菊酯 对 钠 通 
道 电 流 的 抑制 作用 比 theta 体毛 氰 菊 醋 的 强 。 由 于 
顺 、 反 式 的 区 别 仅 在 于 它们 空间 构 型 的 不 同 ， 提 示 
Na* 通道 上 拟 除虫菊 酷 的 结合 部 位 可 能 存在 茶 种 立 
体 选 择 性 。 由 于 拟 除 虫 菊 酯 的 作用 具有 物种 差异 
性 ， 因 此 对 于 棉铃 虫 与 黑 胸 大 虹 等 昆虫 而 言 ， 顺 式 
氧 氰 菊 酯 的 毒 杀 效 力 强 ， 对 于 其 它 昆虫 而 言 可 能 
所 不 同 。 

总 之 ， 本 实验 结果 表明 alpha. 体毛 氰 菊 栈 可 使 
Na* 通道 的 激活 电位 向 超 极 化 方向 移动 ， 使 通道 更 
易 被 激活 ， 同 时 对 Is 也 有 抑制 作用 ， 即 对 关闭 和 
开放 状态 的 Nat 通道 都 有 作用 。itheta WAA BB 
也 使 神经 细胞 Na* 通道 的 激活 电位 左 移 ， 但 完全 阻 
断 钠 电流 需 时 较 长 。 同 时 也 可 知道 利用 膜 片 钳 技术 
可 快速 判明 药剂 是 人 否 对 所 研究 的 细胞 “车 标 ) 有 效 
及 药物 不 同 光学 异 构 体 的 生物 活性 差异 ， 因 此 可 用 
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